Способ коррекции постгеморрагической анемии by Остроушко, А. А. et al.
21.03.2019 ИЗ №2671077
http://www1.fips.ru/fips_servl/fips_servlet?DB=RUPAT&DocNumber=2671077&TypeFile=html 1/11
    
Статус: 
Пошлина:
действует (последнее изменение статуса: 19.11.2018) 
учтена за 3 год с 08.07.2019 по 07.07.2020
(21)(22) Заявка: 2017124300, 07.07.2017





(22) Дата подачи заявки: 07.07.2017
(45) Опубликовано: 29.10.2018 Бюл. № 31
(56) Список документов, цитированных в отчете о
поиске: RU 2318524 C2, 10.03.2008. CN
104822391 A, 05.08.2015. US 20120177700 A1,
12.07.2012. ЛИТВИНЕНКО А. П. и др.
Влияние перорального введения
субстанции наночастиц железа на
функциональное состояние органов
репродуктивной системы самок мышей с
экспериментальной железодефицитной
анемией: (обзор). Проблемы репродукции,
2015, т. 21, N 5, с. 23-28. ОСТРОУШКО А.А.
и др. Исследование острого и подострого
действия железо-молибденовых
нанокластерных полиоксометаллатов.
Российские нанотехнологии, 2013, т. 8, N 9-
10, c. 87-91. MULLER A. et al. Archimedian
Synthesis and Magic Numbers: "Sizing"
Giant Molybdenum - Oxide Based Molecular
Spheres of the Keplerate Type. Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. 1999. V. 38. P. 3238-3241.
Адрес для переписки:
 620103, г. Екатеринбург, ОПС-103, ул.
Окружная-8, а/я 13, Дудину Д.Н.
(72) Автор(ы): 
 Остроушко Александр Александрович
(RU),
 Тонкушина Маргарита Олеговна (RU),
 Гагарин Илья Дмитриевич (RU),
 Гржегоржевский Кирилл Валентинович
(RU),
 Данилова Ирина Георгиевна (RU),
 Гетте Ирина Федоровна (RU)
(73) Патентообладатель(и): 
 Федеральное государственное автономное
образовательное учреждение высшего
образования "Уральский федеральный
университет имени первого Президента
России Б.Н. Ельцина" (УрФУ) (RU),
 Федеральное государственное бюджетное
учреждение науки Институт иммунологии
и физиологии Уральского отделения
Российской академии наук (ИИФ УрО
РАН) (RU)











(12) ОПИСАНИЕ ИЗОБРЕТЕНИЯ К ПАТЕНТУ
(57) Реферат:
Изобретение относится к экспериментальной медицине и может быть использовано




Изобретение относится к экспериментальной медицине и может быть использовано
для ускорения восстановления количества эритроцитов и гемоглобина у крыс после
кровопотери, являющейся моделью постгеморрагической анемии. Изобретение также
может быть использовано в клинике для разработки метода лечения
постгеморрагической анемии и железодефицитной анемии.
Анемией называется клинико-гематологический синдром, характеризующийся
снижением уровня гемоглобина и количества эритроцитов в единице объема крови
[2].
По данным ВОЗ, в 1993-2005 гг. анемиям были подвержены 24,8% населения
планеты [24]. Не только в развивающихся странах [42, 44], но и в развитых странах
[27, 30, 32, 33] отмечают большое количество случаев анемии, не имеющее тенденции
к снижению. В России, по данным разных авторов, частота встречаемости анемии
также высокая, на 2004 год анемия была зарегистрирована у 6-40% детского
населения [1, 12].
Причинами анемии могут быть дефицит железа, возникающий в результате
кровопотери, недостаточного поступления железа с пищей, повышенной потребности
(детский и подростковый возраст, беременность, лактация), нарушения всасывания
железа в кишечнике [38]. Железодефицитная анемия (ЖДА) составляет до 90% от
всех анемий в детском возрасте и до 80% от всех анемий у взрослых [5, 13, 16].
Анемия нередко встречается при хронических заболеваниях и системных
воспалительных процессах. При воспалении активация иммунной системы
посредством действия гормона гепсидина изменяет направление транспорта железа от
костного мозга к мононуклеарным фагоцитам в печени и селезенке, что
сопровождается ограничением эритропоэза и развитием анемии [38].
Железо является необходимым элементом для жизнедеятельности организма.
Геминовое железо входит в состав гемоглобина, миоглобина, содержится в качестве
кофермента в таких ферментах, как цитохромы, каталаза, пероксидаза [45].
Негеминовое железо участвует в ряде окислительно-восстановительных реакций, в
частности, является кофактором в реакциях окисления аминокислот, необходимых
для синтеза коллагена, адреналина, норадреналина, дофамина, меланина. Железо (III),
содержащееся в пищевых продуктах, высвобождается из его комплекса с белками или
аминокислотами под действием соляной кислоты желудочного сока,
восстанавливается аскорбиновой кислотой или тиолами до Fe(II) в просвете тонкого
кишечника, поступает в энтероциты, высвобождается из энтероцитов в плазму крови
в комплексе с трансферрином в виде трехзарядного иона Fe(III). Из плазмы крови
Fe(III) транспортируется преимущественно в костный мозг для синтеза гема
гемоглобина и в печень для синтеза гема цитохромов. В тканях железо вновь
восстанавливается до Fe(II), образуя в комплексе с белками ферритин и гемосидерин
[45].
Поскольку железо является необходимым элементом в жизненно важных реакциях,
его дефицит вызывает существенные нарушения как в развивающемся, так и в зрелом
организме.
Железо в составе гемоглобина эритроцитов осуществляет транспорт кислорода, а в
составе цитохромов дыхательной электронтранспортной цепи в митохондриях
участвует в процессе окислительного фосфорилирования, поэтому его дефицит
сопровождается развитием гипоксии и гипоэнергетического состояния. Вследствие
этих нарушений метаболизма при ЖДА снижается физическая работоспособность,
эффективность обучения, концентрация внимания [14, 15, 18]. Известно, что гипоксия
и дефицит энергии АТФ вызывают нарушения внутриутробного развития плода,
уменьшение веса новорожденных, нарушение когнитивных функций, а также
задержку развития речи и двигательных навыков у детей младшего и подросткового
возраста [18, 20, 44].
Было показано, что дефицит железа сопровождается уменьшением содержания
IgG, IL-6 в плазме крови и фагоцитарной активности лейкоцитов [27]. Снижение
иммунологической реактивности при ЖДА приводит к увеличению подверженности
инфекционным заболеваниям в любом возрасте [15, 44].
кровопотери, являющейся моделью постгеморрагической анемии. Для этого
животным вводят внутримышечно Mo72Fe30 - нанокластерный железо-молибденовый
полиоксометаллат (ПОМ) кеплератного типа
[Mo72Fe30O252(CH3COO)12{Mo2O7(H2O)}2{H2Mo2O8(H2O)}(H2O)9l]⋅150H2O.
Введение осуществляют в дозе 0,15 мг/100 г семикратно 1 раз в день. Способ
обеспечивает ускорение естественной регенерации эритроцитов путем направленной
доставки железа, содержащегося в железо-молибденовых полиоксометаллатах. 2 ил.
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К другим нарушениям развития, обнаруженным у детей с ЖДА относятся задержка
созревания костной ткани и твердых тканей зубов [30].
Таким образом, группу риска по развитию анемии составляют дети раннего
возраста, беременные женщины, небеременные женщины репродуктивного возраста и
пациенты с хроническими заболеваниями [21, 32, 40, 44].
Независимо от причины железодефицитной анемии (недостаточное потребление
железа с пищей, маточные кровотечения, беременность, воспалительные заболевания)
основной метод ее лечения - устранение дефицита железа. С этой целью применяют
препараты железа, которые назначают перорально или парентерально
(преимущественно внутривенно, реже внутримышечно) [6,19].
Для профилактики дефицита железа применяют пищевые продукты, обогащенные
железом: печенье [31, 43], сироп [34] и пищевые добавки [44].
Всасывание в кишечнике железа из лекарственного препарата зависит от степени
окисления железа и образования комплекса с органическими веществами. Для
перорального применения используют препараты, содержащие Fe(II), иногда с
добавкой аскорбиновой кислоты, способствующей поддержанию восстановленной
формы железа, так как Fe(III) не усваивается. В то же время Fe(II), участвуя в реакции
Фентона, способствует образованию активных форм кислорода, которые вызывают
локальный оксидативный стресс в слизистой кишечника [25]. По этой причине курс
лечения пероральными препаратами длительный, может продолжаться 6-10 недель и
более [39]. Форсированное лечение с применением повышенных доз может
сопровождаться диспептическими явлениями и повреждением слизистой кишечника
вплоть до некроза.
Солевые препараты железа в просвете кишечника взаимодействуют с
компонентами пищи и с другими лекарствами, что затрудняет абсорбцию железа, а
употребление их натощак может вызвать воспаление слизистой кишечника.
Облегчается усвоение железа при образовании комплекса с каким-либо
хелатирующим веществом (аланином) или с углеводами, в этом случае железо может
быть в виде трехзарядного иона [46]. Тем не менее, даже современный препарат,
такой как железа изомальтозат, может вызывать побочное действие в виде аллергии,
гипертермии и диспепсии при пероральном введении [23]. Хотя пероральные
препараты удобнее парентеральных, они оказывают медленное действие,
неэффективны при нарушении всасывания в кишечнике и часто вызывают
нежелательные реакции со стороны желудочно-кишечного тракта у 10-40% пациентов
[22, 28].
Парентеральное введение препаратов железа применяют при нарушении
всасывания в кишечнике, для достижения более быстрого эффекта (при тяжелой
форме анемии), при плохой переносимости пероральных препаратов [22, 28]. Для
внутривенного введения используют карбоксимальтозат, сахарат, глюконат и декстран
железа, которые представляют собой сферические коллоиды. Многоядерные центры
железа (III) гидроксида окружены снаружи множеством нековалентно связанных
молекул полимальтозы, сахарозы или декстрана. Углеводная оболочка придает
комплексу стабильность, замедляет высвобождение железа. Препараты с меньшей
молекулярной массой (глюконат и сахарат железа) менее стабильны, и
высвобождающийся ион железа может катализировать образование активных форм
кислорода. Препараты с более высокой молекулярной массой (декстран железа)
обладают большей стабильностью, но их недостатком является повышенный риск
аллергических реакций [26]. Считают, что карбоксимальтозат железа лишен этих
негативных свойств, проявляет более высокую переносимость и эффективность,
применение этого препарата снижает частоту желудочно-кишечных расстройств [26,
35]. Карбосимальтозат железа можно вводить в больших дозах за один прием - 1000
мг и более [29]. Так, назначение беременным с ЖДА карбоксимальтозата железа в
количестве 1000 мг позволило увеличить содержание гемоглобина с 8,5 г/дл до 11 г/
дл [17]. Недостатком углеводных коллоидов является необходимость их медленного,
капельного введения. Например, длительность инфузии декстрана железа достигает 6
часов [6].
Поскольку распространение анемии не снижается на протяжении последних лет, а
применяемые препараты не всегда оказываются эффективными и проявляют
нежелательное побочное действие, существует необходимость поиска новых
лекарственных форм для коррекции дефицита железа.
Технической проблемой парентерального введения препаратов железа является
усиление свободнорадикального окисления при введении солевых препаратов железа
(И), риск аллергической реакции и необходимость медленного капельного введения
препаратов железа (III), содержащегося в комплексе с полисахаридами.
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Для преодоления этих проблем предлагается внутримышечное введение
соединений железа (III), содержащихся в составе неорганических наночастиц.
Технический результат достигается за счет применения нанокластерного железо-
молибденового полиоксометаллата кеплератного типа в водном растворе.
Для решения поставленной задачи предлагается способ коррекции
постгеморрагической анемии у крыс, основанный на введении лекарственного
препарата, содержащего неорганические активные ингредиенты железо и его
соединения, отличающийся тем, что в качестве соединения железа выбран
нанокластерный железо-молибденовый полиоксометаллат (ПОМ) кеплератного типа
[Mo72Fe30O252(CH3COO)12{Mo2O7(H2O)}2{H2Mo2O8(H2O)}(H2O)91]⋅150H2O,
сокращенно Mo72Fe30, причем достаточно введения инъекций ПОМа, которые
производятся внутримышечно семикратно 1 раз в день в любое время дня,
однократная доза составляет 0,15 мг/100 г.
Сущность изобретения поясняется следующими фигурами:
Фигура 1 - Таблица 1 - Гематологические показатели и содержание железа в плазме
крови крыс после кровопотери и внутримышечного введения ПОМ;
Фигура 2 - Таблица 2 - Показатели миелограммы крыс с анемией и введением
ПОМ, % от общего количества клеток в поле зрения.
Цель предлагаемого изобретения - ускорить естественную регенерацию
эритроцитов при экспериментальной постгеморрагической анемии путем
направленной доставки железа, содержащегося в железо-молибденовых
полиоксометаллатах.
Структура железо-молибденового ПОМ сходна с букиболами или фуллеренами [36,
37]. Впервые это соединение синтезировано под руководством профессора А.
Мюллера (Университет Билефельда, Германия), получение данного соединения не
представляет технической трудности. Кристаллографический размер такого
полиоксометаллата составляет около 2,5 нм. Он растворим в воде, и образует в
растворах многозарядные ионы, которые транспортируются под действием
электрического поля [10]. Для полиоксометаллатов характерна постепенная
деструкция в разбавленных растворах [10, 11], при этом образующиеся более простые
соединения молибдена и железа в дальнейшем могут включаться в естественные для
организма процессы метаболизма. В ранее проведенных экспериментах было
показано, что при различных способах введения и сроках экспозиции железо-
молибденовых ПОМ, отсутствуют как кумуляции железа и молибдена в различных
органах крыс, так и выраженное токсическое действие [7-9, 41]. Тридцатикратное
внутримышечное введение ПОМ, однократная доза которого составляла 0,15 мг/100 г,
не вызывало признаков воспаления [3]. При исследовании влиянии железо-
молибденовых ПОМ на гематологические показатели крыс нами было обнаружено
увеличение количества эритроцитов и содержания гемоглобина после 7-кратного и
30-кратного внутримышечного введения этого препарата [4]. В этом же эксперименте
однократная доза букиболов, во избежание токсического действия молибдена, была
рассчитана таким образом, чтобы количество молибдена в одной инъекции раствора
ПОМ соответствовало верхней границе нормы его суточного потребления. В этом
случае количество железа было в 21,5 раз меньше суточной нормы железа.
Полученный эффект от действия содержащегося в ПОМ малого количества железа,
обнаруженный на здоровых животных, позволил сделать предположение, что данные
наночастицы будут также эффективны при коррекции содержания гемоглобина и
эритроцитов при анемии.
Материалы и методы
Моделирование анемии на крысах, по нашему мнению, является наиболее
обоснованным, так как эти лабораторные животные имеют сходные с человеком
пищеварительную систему и обмен веществ, также питаются тканями органического
происхождения. Схожее течение физиологических и патологических процессов у
крыс и человека позволяет использовать результаты исследований на животных для
создания новых методов лечения этого заболевания у человека.
Синтез полиоксометаллата Mo72Fe30 осуществляли по методике, опубликованной в
работе [37]. Аттестация синтезированного нанокластера Mo72Fe30 комплексом
физико-химических методов показала соответствие его химического состава и
структуры данным литературы [37], а также высокую степень его чистоты.
Эксперимент проводили на 40 крысах-самцах Wistar массой 250-300 г. Условия
содержания и обращение с используемыми в эксперименте животными
соответствовали рекомендациям международных этических комитетов (Директива
Совета EC 2010/63/EU). В качестве модели постгеморрагической анемии была
выбрана модель с кровопотерей в количестве 1,5% от массы тела крысы. Первую
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группу составили интактные животные (10 крыс). Во 2 и 3 группах (по 15 крыс) под
эфирным наркозом осуществляли кровопотерю, забирая кровь из хвостовой вены.
Вторая группа служила контролем для 3 группы. Животные 3 группы получали
внутримышечные инъекции раствора ПОМ 1 мг/мл однократно, 7-кратно и 30-кратно.
Крыс групп 2 и 3 групп выводили из эксперимента на 1, 7 и 30 сутки после
кровопотери (по 5 животных на каждый срок). Однократная доза ПОМ составила 0,15
мг/100 г массы тела крысы и соответствовала предполагаемой терапевтической дозе
наночастиц. Количество железа в ПОМ составляет 9%, то есть 0,0135 мг/100 г массы
крысы в однократной инъекции.
У животных всех групп анализ крови, взятой из хвостовой вены, проводили на
автоматизированном гематологическом анализаторе Celly 70 Biocode Hycel,
предназначенном для исследования крови животных в экспериментах и ветеринарии.
Содержание железа в плазме крови определяли с использованием стандартных
наборов реактивов фирмы «Витал Диагностикс» (СПб). Оптическую плотность
измеряли на спектрофотометре DU-800 фирмы «Beckman» (США).
Крыс выводили из эксперимента передозировкой эфира для наркоза, костный мозг
извлекали из бедренной кости. Миелограмму определяли общепринятым методом:
мазок костного мозга фиксировали по Май-Грюнвальду, окрашивали по
Романовскому-Гимза. В мазках костного мозга подсчитывали общее количество
миелокариоцитов и осуществляли расчет миелограммы. Микроскопическое
исследование проводили на микроскопе Leica DM 2500.
Статистический анализ материала проводили с помощью программ Statistica 6.0
(Stat. Soft. Inc.) и программы Microsoft Exel 2003. Данные представлены в виде:
среднее ± ошибка среднего. Оценку статистической значимости различий,
полученных данных в сравниваемых выборках осуществляли с использованием
непараметрического критерия (U) Манна-Уитни. При проверке статистических
гипотез использовался уровень значимости 5% (Р<0,05).
Результаты наблюдений и выводы
В контрольной группе животных №2 обнаружено достоверное уменьшение
количества эритроцитов, гемоглобина и величины гематокрита на 1 и 7 сутки после
кровопотери по сравнению с теми же показателями интактных животных (фигура 1).
К 30 суткам гематологические показатели в контрольной группе крыс с кровопотерей
нормализовались.
У крыс, получавших инъекции ПОМ на фоне кровопотери (группа 3), на 1 и 7
сутки эксперимента содержание эритроцитов, гемоглобина и гематокрит также
достоверно снизились по сравнению с аналогичными показателями интактных
животных (фигура 1). В то же время после семикратного введения ПОМ эти
показатели стали достоверно выше, чем у контрольных животных группы 2 (фигура
1). Исследование характеристик эритроцитов в группах 2 и 3 не выявило достоверных
отклонений от тех же тестов интактной группы для таких показателей, как объем
эритроцитов (MCV), содержание гемоглобина в отдельном эритроците (МСН),
концентрация гемоглобина в отдельном эритроците (МСНС) и показатель
неоднородности эритроцитов (RDW) (фигура 1).
Кровопотеря сопровождалась значительным снижением содержания железа в
плазме крови по сравнению с показателем интактных крыс: почти в 4 раза на 1 сутки,
почти в 2 раза на 2 сутки, только к 30 суткам после кровопотери содержание железа
приблизилось к уровню показателя интактных животных (фигура 1). Содержание
железа в плазме крови крыс, получавших инъекции ПОМ после кровопотери,
оставалось на уровне этого показателя интактных животных и было достоверно
выше, чем у контрольных крыс с кровопотерей.
При сравнении фракций миелоидных клеток крыс 1 и 2 группы обнаружено, что в
соответствии с моделью постгеморрагической анемии к 7 суткам после кровопотери
достоверно увеличилось количество ряда предшественников эритроцитов
(эритробластов, пронормоцитов, базофильных нормоцитов), а также суммарное
количество клеток эритроидного ряда. Увеличение количества клеток эритроидного
ростка на 7 сутки постгеморрагической анемии сопровождалось компенсаторным
уменьшением предшественников лейкоцитов нейтрофильного и эозинофильного ряда
(фигура 2). К 30 суткам постгеморрагической анемии количество эритроидных клеток
и предшественников лейкоцитов не имело существенных отличий от тех же
показателей интактных крыс.
У животных, получавших инъекции ПОМ, содержание пронормоцитов,
нормоцитов базофильных, нормоцитов оксифильных и всех клеток эритроидного ряда
стало больше, чем у интактных крыс уже на 1 сутки после кровопотери, а количество
нормоцитов базофильных, оксифильных и всех эритроидных клеток достоверно
превышало те же показатели контрольной группы (фигура 2). На 7 сутки после
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кровопотери и семи инъекций ПОМ были обнаружены в большем количестве, чем у
интактных животных эритробласты, пронормоциты, нормоциты полихроматофильных
и сумма эритроидных клеток. В то же время нормоциты полихроматофильные и все
эритроидные предшественники у крыс после семи инъекций ПОМ были выявлены в
большем количестве, чем те же группы клеток у контрольных животных после
кровопотери (фигура 2). К 30 суткам после кровопотери и экспозиции ПОМ уровень
части предшественников эритроцитов (пронормоцитов и нормоцитов оксифильных)
еще оставался повышенным относительно показателей интактных крыс. В группе 3 к
30 суткам эксперимента уровень пронормоцитов, нормоцитов полихроматофильных и
всех клеток эритроидного ряда достоверно превышал количество этих показателей
миелограммы крыс, не получавших после кровопотери инъекций ПОМ.
У животных после инъекций ПОМ также наблюдалось компенсаторное
уменьшение количества предшественников лейкоцитов нейтрофильного и
эозинофильного ряда, и эти показатели снижались уже на 1 сутки после кровопотери,
а уменьшение доли нейтрофилов в миелограмме было более выражено по сравнению
с показателями контрольной группы.
Таким образом, в результате проведенного исследования было выявлено:
1. Снижение содержания эритроцитов, гемоглобина, гематокрита и железа в крови
крыс на 1 и 7 сутки после кровопотери в количестве 1,5% от массы тела подтверждает
моделирование геморрагической анемии, которая самопроизвольно компенсируется к
30 суткам.
2. Действие ПОМ на фоне кровопотери способствует более ранней и более
эффективной коррекции характерных для геморрагической анемии гематологических
показателей, уровня железа в плазме крови и предшественников эритроцитов в
костном мозге по сравнению с их самопроизвольной нормализацией.
3. При введении ПОМ увеличение количества эритроцитов не сопровождалось
отклонением от нормы размеров эритроцитов и содержания гемоглобина в каждом
отдельном эритроците.
Предлагаемый способ прост и эффективен, поэтому в силу своей доступности
может найти применение в разработке метода лечения геморрагической анемии и
железодефицитной анемии у человека.
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Формула изобретения
Способ коррекции постгеморрагической анемии у крыс, отличающийся тем, что
животным вводят внутримышечно Mo72Fe30 - нанокластерный железо-молибденовый
полиоксометаллат (ПОМ) кеплератного типа
[Mo72Fe30O252(CH3COO)12{Mo2O7(H2O)}2{H2Mo2O8(H2O)}(H2O)9l]⋅150H2O в дозе
0,15 мг/100 г, причем введение осуществляют семикратно 1 раз в день.
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